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UVOD

Triterpeny piedstavuji rozsahlou skupinu pfirodnich polycyklickych terpent,
vyskytujicich se nejenom v rostlinach, ale i v dalSich suchozemskych a vodnich
organismech. V Asii jsou bézné vyuzivany jako soucast ptirodni mediciny. Triterpeny
jsou tvofeny Sesti izoprenoidnimi jednotkami a jsou odvozeny od vice nez 40
skeletalnich typd. Casto vykazuji riizné biologické u¢inky, kterych jsou do dne$ni doby
znamy desitky, jsou to napf. G¢inky protizanétlivé, protiviedové, antimikrobialni a proti-
HIV. Hlavni diraz je vsoucasné dobé kladen na testovani cytotoxickych aktivit

triterpend.

Rada triterpenti, zejména lupanovych a oleananovych derivatl, vykazuje
cytotoxickou aktivitu proti Siroké Skdle nddorovych bunéénych linii ridzného
histologického ptivodu, vcetné kmeni rezistentnich vi¢i dostupnym chemoterapeutikiim
(napf. taxolu a daunorubicinu). Jejich protinadorova aktivita byla dokonce pozorovana

i v preklinickych studiich na zvifecich modelech.

Zajem o nova cytostatika z fady modifikovanych triterpenoidi roste nejenom
diky jejich vysoké aktivité, ale i nizké toxicité a ¢asto nezndmému mechanizmu G¢inku.
Triterpeny lze také snadno ziskat z dobie dostupnych ptirodnich zdroji, i proto se staly

slibnymi kandidaty ve vyvoji novych 1é¢ivych ptipravki nejenom proti rakoving.

Tato diplomova prace je zamétfena na zavadéni polarnich substituentd do A-
kruhu derivatl betulinu a kyseliny betulinové s pouzitim riznych chemickych reakci,
napiiklad nitrace nebo nukleofilni substituce halogenderivatii. U nukleofilni substituce

byla navic zkoumana moZznost vyuziti katalyzatoru fazového pienosu.



CIiLE DIPLOMOVE PRACE

1. Ptiprava série znamych oleananovych a lupanovych derivatl s polarni skupinou na
A kruhu pro testovani cytotoxické aktivity, ktera doposud nebyla na téchto

slou¢eninach studovana.

2. Prtiprava série novych oleananovych derivatt s polarni skupinou na A kruhu a jejich

testovani na cytotoxickou aktivitu.

3. Optimalizace reakci a syntéza novych lupanovych derivata s polarni skupinou na

A kruhu a jejich testovani na cytotoxickou aktivitu.
4. Prozkoumani vyuziti PTC u nukleofilnich substituci na A kruhu triterpent.

5. Porovnani cytotoxicit zndmych i novych slouc¢enin a pokus o poodhaleni vztahu

mezi jejich strukturou a biologickou aktivitou.



Poznamka k textu

Cislovani slougenin v této praci je dvojiho charakteru. V kapitole /. Soucasny
stav studované problematiky je pouZito fimské cislovani sloucenin podle potadi,
Vv jakém se objevuji v textu. V dalSich kapitolach vcetné experimentalni ¢asti je pouzito

rowr

arabské Cislovani sloucenin.

Klasické desetinné ¢arky jsou v textu nahrazeny desetinnymi teckami, jak je
obvyklé v anglosaské literatufe. Tato nahrada ma zpifehlednit zejména vypisy

spektralnich dat.
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1. Soucasny stav studované problematiky

Triterpeny jsou pfirodni slouCeniny vyskytujici se obvykle v rostlinach,
motskych organismech, houbach, plisnich a bakteriich. Kazdym rokem jsou
Z ptirodnich zdrojii izolovany stovky novych triterpent, o Cemz svéd¢i recenze

Conolyho & Hilla publikované kazdym rokem, posledni z roku 2013.*

Triterpeny se mohou chlubit celou fadou biologickych u¢inki.? Casto jsou to
ucinky cytotoxickég, protivirové4, antimikrobialni®, antifungélniﬁ, antimalarické’,
dalsi. Toxicita triterpend je obvykle velmi nizka (terapeuticky index vysoky), coz je
dilezité pro jejich potencialni vyuziti v 1é¢ebné terapii.

Ptestoze triterpeny disponuji celou fadou biologickych aktivit, vychozi
slou¢eniny maji obvykle dva nedostatky. Prvnim z nich je fakt, ze triterpeny nejsou
aktivni v dostatecné malych koncentracich. Hodnota ICsy Se pohybuje v jednotkach
mikromoll na litr u nejaktivnéjsich derivatt, ale ¢asto neni dostate¢na ve srovnani s jiz
dostupnymi terapeutiky. Zvyseni aktivity triterpenoidnich derivatl je jednim z hlavnich
cili mnoha vyzkumnych skupin zcelého svéta zabyvajicich se problematikou
triterpend. Druhym nedostatkem jsou jejich nevhodné farmakologické vlastnosti,
zejména jejich mald rozpustnost ve vodnych médiich. Problematika rozpustnosti je
jednim z hlavnich divodu, pro¢ slouceniny, které vykazuji vysoké in vitro aktivity,
Casto selzou V prib&hu in vivo testovani, a pro¢ jejich administrace zpiisobuje mnoho
obtizi.

V nasi skupiné studujeme vliv modifikace lupanovych triterpenoidii na jejich
cytotoxickou aktivitu. Nasim hlavnim cilem je modifikovat tyto slouceniny tak,
abychom zlepsili jejich farmakologické vlastnosti (biodostupnost, rozpustnost) a zvysili
jejich terapeuticky index. Jiz diive jsme nasli u fady derivati vyznamné protirakovinné

Gi¢inky.??

1.1 Derivaty kyseliny betulinové a allobetulinu modifikované na A-kruhu

Predlozena prace si klade za cil zavedeni polarnich substituenti do poloh 2 a 3
lupanového a 18a-oleananového skeletu (Obr. 1). Jak je z ptedchoziho vyzkumu znamo,
polarni substituenty v poloze 2 lupanového skeletu vyrazné zvysuji cytotoxicitu téchto

. . 1213141
slougenin, 12131415
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Obr. 1: Lupanovy skelet zastoupeny kyselinou betulinovou (1) a 18a-oleananovy skelet

zastoupeny allobetulinem (11).

1.1.1 Reakce allobetulinu (I1)

Literatura' popisuje zajimavou metodu zavedeni nitroskupiny do polohy 2.
Jedna se o nitraci nitraéni smési v kyseliné octové (Schéma 1), jejimz vysledkem je o-
nitroketon 111 vyskytujici se pievazng v enolform&.” Ve spektrech byla pozorovana
struktura 2-nitroenolu 111 (@) a diastereomery 2-nitroketonu 11 (b). Redukci
nitrovan¢ho derivatu |V tetrahydridohlinitanem lithnym byl pfipraven jednotny
aminoalkohol 1V (Schéma 1). Nitraci allobetulinu (Il) za zvySené teploty vznika dle
lit."® vedlejsi produkt 2,2-dinitroketon V.

Il (b)

Schéma 1: a: HNO; (d = 1.35)/AcOH; b: LiAIH4/CH,Cl,, Et,0; c: HNO; (d = 1.35)/
AcOH:dioxan (1:1) (70 °C)

12



1.1.2 Reakce allobetulonu (V1) a dihydrobetulonové kyseliny (V1)

Reakce aldehydu V111 (vyskytuje se v enolform&'®), piipraveného z allobetulonu
(V1) zndmym postupem?, s alkylaminy za pfitomnosti DCC byly vyuZity k piipravé

série slouGenin 1Xa — IXf ve vyt&zcich 49 — 63 % (Schéma 2).

V 1it**? byly popsany reakce vedouci z allobetulonu (V1) k 2-hydroxy-
iminoketonu X za pouziti Cerstvé piipraveného isoamylnitritu. Keton X byl nasledné

redukovan NaBH, za vzniku hydroxyderivatu XI (Schéma 2).

a
—_—
IXa - IXf
R
IXa (CHg),CH-
IXb C6H13-
HON IXc C8H17-
IXd CygHg-
HO IXe C6H5CH2'
IXf CgHyq-

Xl

Schéma 2: a: HCO,Et, MeONa/MeOH, CHCIs; b: RNH;, DCC/PhMe (reflux); c: i-
CeH11NOg, t-BuOK/t-BuOH; d: NaBH/MeOH

3p-acetoxyoleanan-2-en XII byl pfipraven dvéma zplsoby liSicimi se v pouziti
acetyla¢niho Cinidla (acetanhydridu nebo isopropenyl acetatu) a obé reakce poskytovaly
podobny vytzek (70 % a 73 %, respektive).?* Oxidace X1I MCPBA za standardnich
podminek25 poskytla diastereomerni smés epoxyderivata X1l a XIV (Schéma 3).
Presmyk epoxyderivatd XIIl a XIV na 2-acetoxyketon XV probéhl dle ocekavani
s vysokou stereoselektivitou. Kvili sterickému branéni geminalnich C-4 methylovych
skupin byl vyslednym produktem vyhradné 2[-acetoxyketon XV (Schéma 3). V piipadé
pouziti cyklického nebo linedrniho aminu jako rozpoustédla reagovaly epoxidy XIII

a X1V za vzniku enamini XVla — XVle (Schéma 3).24
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Z 1it?®*?" je znamo, Ze triterpenoidy a 4,4-dimethyl-3-oxosteroidy pii reakci
s peroxykyselinami podléhaji Stépeni C3-C4 vazby, vedouci k tvorbé sedmiclennych
laktontd. Piekvapivym byl proto vznik 2-hydroxyketonu XVII z hydroxyderivatu XI za
pfitomnosti MCPBA a katalytického mnozstvi kyseliny sirové (Schéma 3).%® 2-
hydroxyketon XVI1I se tvoii nejenom v methanolu, ale i ve smési rozpoustédel ethanol/
chloroform a methanol/dichlormethan. Lit.?® popisuje, Ze podle *H-NMR spektra nebyla
pozorovana tvorba zadného methylesteru MCPBA ani 2-methoxyketonu. Pokud je
methanol nahrazen kyselinou octovou nebo acetonitrilem hydroxylace neprobiha.
Klicova je také pfitomnost kyseliny sirové. Reakce vSak neni nijak ovlivnéna

ptitomnosti inhibitort radikalovych reakci a jeji mechanizmus jesté nebyl objasnén.

AcO

XVII

XVla: Rl!RZ = '(CH2)5'; XVIib: Rl!RZ = '(CHz)zo(CHz)z'; XVic: Rl = C6H5CH2',
RZ =H; XVid: Rl = C6H13-, R2 = H; XVle: Rl :CGHll-’ R2 =H

Schéma 3: a: Ac,0/CCl,, H,SO,4 nebo isopropenyl acetat/CCly, HoSOg4; b: MCPBA/
CH.Cl,, Et,0; c: morfolin/PhMe (reflux); d: RiR,NH (reflux); e MCPBA/MeOH,
H,SO,

Ve steroidni literatufe je publikovano, ze 3-oxosteroidy jsou za piitomnosti silné
baze oxidovany atmosférickym kyslikem na 2,3-dioxosteroidy ve formeé diosfenold.”
Pozdé&ji byl stejny postup aplikovan na 3-oxoderivaty triterpenti a bylo zjisténo, ze 2,3-
dioxotriterpeny v enolformé (diosfenoly) je také mozno pfipravit zavadénim proudu
¢istého kysliku do roztoku 3-oxoderivatu a t-BuOK v t-BuOH (40 °C) po dobu 20 —
30 min.® V reakéni smési vznika smés diosfenolu a znaéného mnoZstvi vedlejsiho
produktu — laktolu, ktery vznika naslednou oxidaci diosfenolu. V pracich®™* byla tato

reakce podrobné zkouména a bylo zjiSténo, Ze Cisty diosfenol XVIII ve vytézku 90 —

14



97 % lze ptipravit nahrazenim c¢istého kysliku vzduchem, kdy je nutno reakéni dobu
prodlouzit na 2 — 3 h pii r.t. (Schéma 4). Po této dobé za¢ina ve smési vznikat laktol
jako produkt nasledné oxidace a po 24 hodinach je laktol jedinym produktem reakce.
Diosfenol XIX je mozno ptipravit analogickym zpuisobem oxidaci dihydrobetulonové
kyseliny (V1) (Schéma 4),*

Aldehydoketony XX a XXI byly pripraveny modifikovanym zptisobem***°

Za
pouziti ethyl formiatu v ptitomnosti velkého nadbytku hydridu sodného (10 eq.) za varu
V bezvodém dioxanu; B-ketoestery XXII a XXII1 byly ptipraveny obdobnym zptsobem

s vyuzitim diethylkarbonétu jako &inidla (Schéma 4).*

Bromderivaty XXIVa a XXVa byly pfipraveny reakci allobetulonu (V1)
a kyseliny dihydrobetulonové (VII) sjednim ekvivalentem Br,, dva ekvivalenty Br;
byly pouzity k ziskani dibromoderivata XXIVb a XXVb (Schéma 4), jak bylo jiz diive

, 13,20,34,35,36
popsano.

HO

XXIVa, XXVa Rt = H, Br
XXIVb, XXVb R! = Br, Br

XX, XX

J

,
0
2

R (VI, XVII, XX, XXII,
XXIVa, XXIVb) =

R (VII, XIX, XXI, XXIIl,
XXVa, XXVb) =

Schéma 4: a: O, (vzduch), t-BuOK/t-BuOH; b: HCO,Et/NaH, dioxan (reflux);
c: Et,COs/NaH, dioxan (reflux); d: Br,/AcOH, AcONa

15



1.1.3 Reakce 2-bromallobetulonu (XX1Va) a 2-bromdihydrobetulonové kyseliny
(XXVa)

Jednou z vyznamnych moznosti piipravy triterpenoidnich derivati
substituovanych v poloze 2 je vyuziti nukleofilni substituce. Touto cestou bylo doposud
pFipraveno pouze omezené mnoZstvi sloucenin. V roce 1966 byl z 2-bromallobetulonu
(XXIVa) pripraven 2-azidoketon XXVI, zatimco v lit.* byly popsany reakce vedouci
k syntéze morfolinového derivatu XXVII (Schéma 5) a kondenzovanych
heterocyklickych derivatt XXVIII a XXIX (Schéma 6). Nejcastéjsim vedlejSim

produktem nukleofilnich substituci na oleananovém skeletu je dle lit.** diosfenol XXX.

XXVI

Schéma 5: a: NaN3y/NMP, AcOH; b: napt. mocovina/morfolin (reflux); c: napf.

mocovina/pyridin (reflux)

Na lupanovém skeletu byla s ohledem na nukleofilni substituci popsana pouze
reakce 2-bromdihydrobetulonové kyseliny (XXVa) s thiomocovinou, kterou byl
pfipraven aminothiazol XXXI, jehoZ naslednou modifikaci vznikl bromderivat XXXII

(Schéma 6).**

16



XXIVa XXVII XXIX
XXVa XXXI XXXII

Schéma 6: a: thiomoc¢ovina/morfolin (reflux); b: isoamylnitrit, TBAB/CHCI; (reflux)
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2. Priprava vychozich slou¢enin

2.1 Betulin (1a) a kyselina betulinova (1b)

Betulin (1a) je pfirodni pentacyklicky triterpen, jenz hraje dileZitou roli jako
vychozi sloucenina pro syntézu fady novych biologicky aktivnich slougenin.>%
V piirodé se nachdzi ve svrchnich vrstvach bfezové kiry v mnozstvi az 20 %
v zavislosti na podminkéach, ve kterych strom roste.® V roce 1934*° byla popsana
extrakce betulinu (1a) ze svrchnich vrstev kiry biizy bélokoré (Betula pendula)
nizkovrouci ropnou frakci. V dneSni dob¢ se pouziva, zejména z environmentalnich
divodi extrakce ethanolem,”® popsana byla i superkritickd extrakce oxidem uhliGitym
za teploty 55 °C a tlaku 20 MPa.*!

V biezové a platanové klife je v minoritnim mnozstvi (do 2 %) zastoupena
i kyselina betulinova (1b). Byla popséna fada praci******* zabyvajicich se jeji extrakci
Z téchto zdroju, ale pro ziskani primyslové vyznamnych kvantit kyseliny 1b je jeji
zastoupeni v kiife bfiz ¢i platanti nedostatecné a tudiz se jeji ziskani extrakéné
ekonomicky nevyplaci. Schidnéj§i moznosti pro piisun kyseliny betulinové (1b)
v kilogramovych mnozstvich je jeji syntéza oxidaci betulinmonoacetatu (1c), ktera je

v USA patentové chranéna.*®

Obr. 2: Struktura betulinu (1a), kyseliny betulinové (1b) a betulinmonoacetatu (1c).

la H CH,OH
b H CO,H
lc Ac CH,OH
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2.2 Allobetulin (2a) a kyselina betulonova (3a)

Betulin (1a) je zakladni vychozi slou¢enina pro piisun jak allobetulinu (2a), tak
I kyseliny betulonové (3a). Piesmyk betulinu (1a) poskytujici allobetulin (2a) je znam
jiz z lit.*” a byl dostate¢n& popsan v praci®® (Schéma 7). Postupt vedoucich ke kyseling
betulonové (3a) bylo popsano mnoho. Lisi se pfedevS§im Vv poctu krok a pouzitych
&inidlech. Pod patentovou ochranou®® se nachézi jednokrokovy postup (Schéma 7)
vyuzivajici Jonesova cinidla k souc¢asné oxidaci obou hydroxyskupin betulinu. V nasi
laboratoti vSak bylo shledano, ze v malém méfitku tato reakce poskytuje nedostate¢né
vytézky, je ndrocna na spotiebu drahého oxidu chromového a zpracovani reakéni smési
je obtizné. Jinou alternativou™® je mnoha krokové syntéza vedouci od vychoziho
betulinu (1a) ptes kyselinu betulinovou (1b) az ke kyseliné betulonové (3a), ktera je
viak kvili velkému mnoZstvi kroki ekonomicky nepiizniva. Dalsi moznosti™ je piima
oxidace betulinové Kkyseliny (1b) coby zakladni suroviny pro piipravu kyseliny 3a

V jednom reak¢nim kroku (Schéma 7).

Schéma 7: a: Montmorillonit-K10/CHCI; (reflux); b: Jonesovo ¢inidlo I/aceton (0 °C);
c: CrO3/DMF, H,SO4

2.3 Allobetulon (2b)

Vychozi slouceninou pro ptipravu allobetulonu (2b) byl allobetulin (2a), ktery

byl oxidovan postupem popsanym v literature’®  za pouziti triethylamonium

20



chlorochromatu jako oxida¢niho ¢inidla (Schéma 8); pouzitim tohoto ¢inidla nevznika
obvykly vedlejsi produkt — 28-oxoallobetulon, ktery neni mozné od allobetulonu (2b)
odde¢lit béznymi chromatografickymi ani krystalizaénimi metodami. Oxidace poskytla
allobetulon (2b) ve vytézku 94 %.

2a

Schéma 8: a: TEACC/CHClI; (0 °C)

2.4 Dihydrobetulonova kyselina (3b)

Vychozi slou¢eninou pro piipravu dihydrobetulonové kyseliny (3b) byla
kyselina betulonova (3a), ktera byla katalyticky hydrogenovana vodikem za pouziti
Raneyova niklu jako katalyzatoru. Tento katalyzator byl pouzit, protoze pfirodni
vychozi material obsahuje Vv zavislosti na pfirodnim zdroji stopy riznych necistot

a katalytickych jedii a pouziti typickych hydrogenacnich katalyzatori jako napf.

Adamsova katalyzatoru, platinové Gerni, palladia apod. selhava.”* (Schéma 9).

v ]

Schéma 9: a: H2, RaNi/THF
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3. Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo pfipravit sérii polarnich derivatii odvozenych od betulinu
(1a) a kyseliny betulinové (1b) modifikovanych v poloze C-2 zejména pomoci
nukleofilni substituce. Derivaty oleananu sice zpravidla cytotoxicky aktivni nejsou, ale
vzhledem kjejich stabilit¢ obvykle nepodléhaji zadnym vedlejsim reakcim
a presmyktim, a jsou proto vhodné k testovani novych reakénich postupt a optimalizaci
podminek. Derivaty kyseliny betulinové (1b) byvaji vice ¢i mén¢ cytotoxicky aktivni
Vv zavislosti na modifikaci molekuly. Vychozimi slou¢eninami pro piipravu série C-2
modifikovanych derivatd byly 2-bromallobetulon (2c) a kyselina 2-bromdihydro-

betulonova (3c).

3.1 2-bromallobetulon (2c¢) a 2-bromdihydrobetulonova kyselina (3c)

2-bromderivaty 2c a 3c byly piipraveny pfimou bromaci 3-oxoderivati 2b a 3b
elementarnim bromem. Literatura® uvadi snadnou piipravu diastereomerni smési o a
epimerd piikapanim roztoku bromu Vv kyseliné octové s octanem sodnym K roztoku
vychozich sloucenin 2b a 3b v chloroformu a kyseliné octové. Pti aplikaci tohoto
postupu na allobetulon (2b) byl ziskan 2-bromderivat 2c ve vytézku 74 % za 24 h
(reakce béZela pres noc). Provedenim reakce v Cistém chloroformu bez piimési kyseliny
octové a octanu sodného bylo zjisténo, Ze allobetulon (2b) zreagoval na bromketon 2c
dle TLC do 35 min (Schéma 10). Ptikapavanim roztoku bromu v chloroformu se
reakéni smé&s ihned odbarvovala; 2-bromderivat 2¢ vznikl ve vytézku 65 %. 2-
bromkyselina 3c byla ptipravena pouze modifikovanym zpiisobem ve vytézku 98 %.
Pouziti octanu sodné¢ho a kyseliny octové v bromacni smési ve starSi literatufe bylo

ziejme vedeno snahou o ovlivnéni poméru jednotlivych epimert.
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Schéma 10: a: Br,/CHCI3

3.2 Allobetulon-2g-karbonitril (4)

Allobetulon-2-karbonitril, smés epimert, byl ziskan reakci 2-bromallobetulonu
(2c) sNaCN v DMSO (Schéma 11). Reakce byla kvili nizkému vytézku (45 %)
opakovana za pouziti jinych rozpoustédel - dichlormethan, toluen, chloroform,
ethylacetat, avSak tyto reakce poskytovaly bud’ mensi, anebo zadnou konverzi. V IR
spektru karbonitrilu 4 byl pozorovan pas charakteristicky pro C=N skupinu pfi
2245 cm™. O 2B-konfiguraci svédéi dublet dubletu H-1a pii 1.66 ppm, dublet dubletu
H-1b pii 2.30 ppm a triplet H-2 pfi 3.67 ppm. Na zakladé¢ shodnych interak¢nich
konstant, JH-1/m-1a) ~ JH-wm-16) ~ 2.1 Hz, vyplyva, Ze torzni thly jsou takika stejné a nitril

smétuje v molekule karbonitrilu 4 do polohy f.

Reakce byla také provadéna za PTC katalyzy v DMSO pii r.t. nebo
s dvojfazovym systémem chloroform/voda ¢i ethylacetat/voda za varu. Ani v ptipadé

katalyzovanych reakci se konverzi nepodatilo zvysit.

3.3 Allobetulon-2-thiokyanatan (5)

Reakce 2-bromallobetulonu (2c) s KSCN v DMSO dala vzniknout o a [
epimerum allobetulon-2-thiokyanatanu (5) ve vytézku 89 % (Schéma 11). Epimery se

nepodatilo od sebe oddélit a produkt byl tedy charakterizovan jako smés. V IR spektru
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byl nalezen pas pii 2153 cm™ naleZici vazbé C=N. V'H NMR spektru byl kromé
signalt obvyklych pro oleananovy skelet nalezen multiplet H-1a pti 1.98 — 2.19 ppm,
multiplet H-1b pii 2.48 — 2.75 ppm a multiplet H-2a.,p pti 4.70 — 4.74 ppm.

Reakce byla provadéna i za PTC katalyzy ve smési rozpoustédel aceton/voda
ave dvojfazovém systému ethylacetat/voda, avSak ani u jedné z reakci nedoSlo ke

konverzi ani po 20 a 24 h varu.

Schéma 11: a: NaCN/DMSO; b: KSCN/DMSO (reflux)

3.4 2-aminomethylenallobetulin (6) a 2-acetamidomethylenallobetulin-3-acetat
(7)

Redukei nitrilu 4 s vyuzitim LiAIH, v THF (Schéma 12) byla ziskana smés a a 3
diastereomerti 2-aminomethylenallobetulinu (6) ve vytézku 82 %. V IR spektru byl
pozorovan §iroky pas NH a OH skupiny pii 3000 — 3600 cm™. V *H NMR spektru byl
ptitomen multiplet H-2 pfi 1.72 — 1.78 ppm, dublet H-1a pfi 2,18 ppm, dublet H-1b pfi
2.57, siroky singlet NH, pii 2.80 ppm, a také dublety H-31a a H-31b pii 2.80 a
2.98 ppm. Sloucenina 6 je Spatné rozpustna a navic piitomnost volné NH; skupiny
U triterpent Casto zpusobi, ze NMR signaly jsou rozsifené a spektrum neni prvniho
fadu, coZ ztézuje interpretaci. Proto byla struktura stanovena jest¢ pomoci piipravy
derivati.

Aminoalkohol 6 byl acetylovan acetanhydridem, ¢imz doslo k ochranéni obou
funkénich skupin (Schéma 12) za vzniku 2-acetamidomethylenallobetulin-3-acetatu (7)
ve vytézku 56 %. Sloucenina je dobfe rozpustnd v chloroformu a spektra snaze
interpretovatelna. V IR spektru byly nalezeny pasy dvou karbonyld pii 1658 a 1723
cm-" a pas NH skupiny pfi 3311 cm™. V *H NMR spektru byl kromé signaléi obvyklych

pro oleananovy skelet pozorovan singlet dvou H-1 pii 1.84 ppm, dale singlet dvou
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acetatu pii 2.43 ppm, singlet dvou H-31 pfi 2.43 ppm, multiplet H-2 pii 3.13 — 3.36 ppm
a multiplet NH pti 5.68 — 5.88 ppm.

Schéma 12: a: LiAIH4/THF (reflux); b: Ac,O/AcOH (reflux)

3.5 2-azidoallobetulon (8a) a 2-aminoallobetulon-1(2)-en (8b)

2-azidoallobetulon (8a) byl ziskan modifikovanym zpiisobem™. Diastereomerni
smés o a § epimert 2-bromallobetulonu (2c) byla spole¢né s azidem sodnym rozpusténa
V NMP s ptidavkem malého mnozstvi koncentrované kyseliny octové (Schéma 13). Po
zpracovani reakce byly izolovany bilé krystalky azidu (8a), které za laboratorni teploty
spontanné eliminuji molekulu dusiku za vzniku svétle zlutych az oranzovych krystalka
stabilngjsiho enaminoketonu 8b (v IR spektru byl nalezen pas pii 3340 cm™ nalezici
aminoskuping, TLC - Rf shodné s R¢ preparatu 8b°%). Znatna odlisnost nam&fené t.t.
V porovnani st.t. uvedenou v literatufe® je pravdépodobné zpiisobena lyofilizaci

slouceniny 8a v citované praci.

Reakce provadéna za PTC katalyzy v dvojfazovém systému ethylacetat/voda pfi

r.t. neprob¢hla.

2c 8a 8b

Schéma 13: a:NaN3/NMP, AcOH

25



3.6 2-sulfanylallobetulon (9a) a allobetulon-1(2)-en (9b)

Jednim zukoll, vytyCenych na zacatku této prace, byla syntéza 2-
sulfanylallobetulonu (9a), ktery doposud nebyl popsan. Pii experimentech vedenych
k jeho ziskani ¢asto dochazelo ke vzniku komplikovanych reak¢nich smési se ¢tyfmi az
Sesti produkty, které se od sebe nepodaiilo rozd¢lit, anebo se pii chromatografiich

rozkladaly.

Vychozimi slou¢eninami byly vzdy 2-bromallobetulon (2c) a sulfid sodny.
Experimenty se lisily pouzitymi rozpoustédly ¢i smésmi rozpoustédel, mnozstvim
ekvivalentli sulfidu sodného, pouzitim PTC, reak¢ni teplotou a reakénim ¢asem. Pouze
Vv piipad¢ reakci B a C, provadénych v DMSO s kapkou destilované vody pii 75 °C
a bez pouziti PTC, se z reakéni smési podaftilo izolovat allobetulon-1(2)-en (9b), ktery
je produktem vedlejsi elimina¢ni reakce (Schéma 14). V IR spektru byl nalezen pas
valen¢ni vibrace C=C pii 1667 cm™ a pas karbonylu p#i 1728 cm™. V *H-NMR spektru
byl kromé signali obvyklych pro oleananovy skelet nalezen dublet H-1 pii 5.80 ppm
a dublet H-2 pii 7.14 ppm. Zna¢na odlisnost namétené t.t. ve srovnani s t.t. uvedenou
v literatuie®® je ziejm& zplisobena stopami rozpoustédel nebo krystalové vAzanym

rozpoustédlem.

Vysledky jednotlivych experimentti jsou shrnuty v Tab. 1.

Schéma 14: a: napt. Na,S/DMSO, kapka vody (75 °C)
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Tab. 1: Piehled reakci 2-bromallobetulonu (2c) se sulfidem sodnym

Experiment | Rozpoustédlo Na,S PTC Teplota Cas Pozn.
DMSO + kapka Rozklad pfi
A 66.5 ekv. - 80 °C 24 h N
vody chromatografii
DMSO + kapka o
B 33.3 ekv. - 75 °C 55h Eliminace
vody
DMSO + kapka
C 5 ekv. - 75 °C 24 h Eliminace
vody
DMSO + kapka Rozklad pti
D 5 ekv. Ano 75 °C 24 h
vody chromatografii
DMF + kapka Smés 5
E 5 ekv. - 80 °C 10h
vody slou¢enin
DMF + kapka Smés 4
F 5 ekv. Ano 80 °C 10h
vody slouc¢enin
Smes 4
G Et,O 5 ekv. - r.t. 47 h
slouCenin
Smés 3
H Et,O 5 ekv. Ano r.t. 47 h
slouc¢enin
Smés 6
| NMP 5 ekv. - r.t. 48 h
slouc¢enin
Smes 6
J MeOH 5 ekv. - r.t. 48 h
slouc¢enin

Z provedenych experiment vyplyva,

ze pouzit¢ rozpoustédlo ¢i

Smes

rozpoustédel hraje dileZitou roli pfi tvorbé reakénich produktl co do jejich poctu

a pouziti PTC v reakci umoziiuje vznik jednodussi reakéni smési V porovnani s reakci

bez PTC. I pfes snizeni reakéni teploty a zvySeni reakéniho ¢asu se nepodafilo sniZit

pocet reakénich produkti na piijatelnou mez. Pribéh vSech reakci byl monitorovan

pomoci TLC (hexan:EtOAc, 5:1). I pfes vSechnu vynaloZenou snahu se 2-sulfanyl-

allobetulon (9a) nepodafilo pfipravit a izolovat z reak¢éni smési.
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3.7 2-hydoxyethylsulfanylallobetulon (10), 2',3'-dihydro-1',4'-oxathiin 1la
a diosfenol 11b

Po neuspésnych pokusech o piipravu 2-sulfanylallobetulonu (9a) bylo nasi
snahou pfipravit jiny lupanovy derivat obsahujici sirnou skupinu v poloze 2.
Modifikovanym zpasobem® byl z allobetulonu (2c) piipraven 2-hydroxyethylsulfanyl-
allobetulon (10), ktery je nestabilni a pfi ¢iSténi na sloupcové chromatografii eliminoval
vodu, ¢imz doslo k jeho zacykleni a vzniku 2',3'-dihydro-1',4'-oxathiinu 11a (Schéma
15). Pfeména slouceniny 10 na 1la byla prokdzana analyzou spektralnich dat. V IR
spektru surové sloudeniny 10 byl nalezen pas valenéni vibrace C=C pii 1654 cm™, dale
slaby pas karbonylové skupiny pii 1713 cm™ a Siroky pas valencni vibrace
hydroxyskupiny pii 3341 cm™, coz svédéi o tom, Ze sloudenina 10 se vyskytuje
prevazné v enol forme€. V MS surové slouceniny byl navic nalezen jeji molekulovy ion.
NMR spektra se nepodatilo interpretovat, protoze surova sloucenina 10 obsahovala fadu
necistot a pii pokusech o separaci piechazela na derivat 11a. V IR spektru preparatu 11a
byl nalezen pas charakteristicky pro C=C pii 1655 cm™. Také v MS ES* byl nalezen
molekulovy ion [M+H]" 0 m/z 499 a [M+Na]" 0 m/z 521 svédé&ici o uzavieni cyklu. Pro
uplné potvrzeni struktury byly zméteny a plné interpretovany NMR spektra, véetné

dvojdimenzionélnich a bylo provedeno plné pfitazeni vSech signald atomt H a C.

Schéma 15: a: merkaptoethanol (1000 ekv.), NaOH/bezvody EtOH (0 °C — r.t.);
b: merkaptoethanol (1 ekv.), NaOH/anh. EtOH (0 °C — r.t.)
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Ve druhém experimentu o nukleofilni substituci 2-bromallobetulonu (2c)
merkaptoethanolem bylo pouzito ekvivalentni mnozstvi reaktanti.
Po chromatografickém cisténi surové reakéni smési byly ziskany dva hlavni produkty:
diosfenol 11b (41 %), charakterizovany jiz diive® a heterocyklus 11a (11 %). Rozdilna
t.t. diosfenolu 11b namé&fend v této préci a v literatuie®® je zfejm& zpiisobena pouZitim

jiného krystaliza¢niho rozpoustédla a tedy jinou krystalovou modifikaci.

3.8 2-nitroallobetulon (12a), 2,2-dinitroallobetulon (12b), allobetulon-1(2)-en-
3-acetat (12c)

Byly provedeny dva pokusy o ptipravu 2-nitroallobetulonu (12a) pomoci
nukleofilni substituce, avSak ani jeden nevedl ke kyZzenému produktu (Schéma 16).
V prvnim experimentu byl po 48 h stile pfitomen vychozi bromketon 2c, ktery jen
Castecn¢ zreagoval na smés dvou produktl, které nebyly izolovdny. Pfi druhém
experimentu byla v reak¢éni smési po 48 h pozorovana smés tfi produktd, z toho jeden

byl charakterizovan jako produkt eliminace podle shodného Rt se slouceninou 9b.

12a

Schéma 16: a: NaNO,, floroglucinol/DMSO; b: NaNO,, PTC/DMSO

2-nitroallobetulon (12a) byl ptipraven az podle lit.® nitraci allobetulinu (2a)
suspendovaném v kyseliné octové s kyselinou dusi¢nou (v poméru 2:1). Po zahtati
reakéni smési se allobetulin (2a) rozpustil, pozvolnym ochlazenim na r.t. se opét
vysrazely drobné krystalky. Reakce byla michana za r.t. jest¢ 5 h, a poté byla
zpracovana postupem uvedenym v lit.*° Byly ziskany a chromatograficky oddéleny tii
hlavni produkty: 2-nitroallobetulon (12a) 2,2-dinitroderivat 12b a allobetulon-1(2)-en-
3-acetat (12c¢) (Schéma 17). NMR spektrum 2-nitroallobetulonu (12a) je shodné se
spektremle a ve shodé s literaturou se slouc¢enina vyskytuje v enolformé. Bylo zjiSténo,
ze prodlouzenim reakéni doby na 17 h je hlavnim produktem nitrace acetat 12c.

Rozdilna t.t. slouc¢eniny 12¢ naméfend v této praci a v literatuie?* je pravdépodobné
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zpusobena pouzitim jiného krystaliza¢niho rozpoustédla a tedy jinou krystalovou

modifikaci.

} .
AcO

12b 12¢c

Schéma 17: a: HNOj3 (d = 1.35)/AcOH

3.9 2-aminoallobetulon (13), allobetulon-2-N-acetamid (14)

Redukci 2-nitroallobetulonu (12a) zinkem za varu Vv kyseliné octové byl
ptipraven 2-aminoallobetulon (13), ktery se vSak v prib&éhu zpracovani rozkladal
a nebylo mozné jej izolovat. Aby bylo zabranéno rozkladu vzniklého aminu 13, byly
provedeny experimenty vedouci k ochranéni jeho aminoskupiny in situ v reak¢éni smési.
Ihned po redukci 2-nitroderivatu 12a zinkem byl zinek z reak¢éni smési odfiltrovan
a bylo pfidano acylaéni ¢inidlo (acetanhydrid ¢i sukcinanhydrid) a pribéh reakce byl
monitorovan TLC (Schéma 18). Surovy acetamid 14 byl z reakéni smési izolovan po
1 h. VIR spektru slouceniny 14 byl pfitomen pas dvou karbonylt pii 1677 a 1704 cm™
a pas NH skupiny pti 3426 cm™. Také 'H NMR spektrum potvrdilo pfitomnost acetyli
singletem pii 2.00 ppm a vodiku z NH skupiny dubletem dubletu pfti 6.49 ppm.

Schéma 18: a: Zn/AcOH (reflux); b: Ac,O/AcOH
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3.10  2-karbonitrildihydrobetulonova kyselina (15)

Pro ptipravu 2-karbonitrildihydrobetulonové kyseliny (15) byl pouzit postup
vyvinuty pro pfipravu karbonitrilu 4 z bromderivatu 2c. Po zpracovani reakce (Schéma
19) byly ziskany bilé krystalky 2-karbonitrilu 15 (69 %). IR spektrum obsahovalo pas
pH 2234 cm™ charakteristicky pro nitrilovou skupinu. Struktura 15 byla potvrzena

piifazenim vSech signali v 2D NMR spektrech.

V lit.>* je uveden zcela odlisny postup pripravy karbonitrilu 15, slougenina viak
nebyla autory charakterizovdna ziejmé proto, ze se jednalo pouze o meziprodukt ve

vicekrokové reakci.

3.11  2-thiokyanatano-dihydrobetulonova kyselina (16)

2-thiokyanatandihydrobetulonova kyselina (16) byla pfipravena reakci 2-brom-
dihydrobetulonové kyseliny (3c) a thiokyanatanu draselného v DMSO za varu (Schéma
19). Byl ziskan chromatograficky ptecistény 2-thiokyanoderivat 16 ve vytézku 71 %.
V IR spektru nalezen pas skupiny C=N pii 2154 cm™. *H-NMR spektrum obsahovalo
kromé¢ signalti obvyklych pro lupanovy skelet dublet dubletu H-1a pii 1.89 ppm, dublet
dubletu H-1b pti 1.97 ppm a dublet dubletu H-2 pfi 4.71 ppm.

Schéma 19: a: NaCN/DMSO; b: KSCN/DMSO (reflux)

3.12 2-azidodihydrobetulonova kyselina (17)

Diastereomerni smés o a B epimerd 2-brombetulonové kyseliny (3c) byla spolu
s azidem sodnym ponechana reagovat v NMP pfi r.t (Schéma 20). Po 24 h byl dle TLC
jedinym produktem reakce azid 17. 1 pres okamzité zpracovani reakéni smési

nasledované chromatografii se nepodatilo produkt reakce izolovat. Na zaklad¢ TLC
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jednotlivych frakci bylo zjisténo, ze se azid 17 pii chromatografii na kolon¢ rozklada na

fadu dalSich sloucenin, které se od sebe nepodatilo oddélit.

3.13 2-sulfanyldihydrobetulonova kyselina (18)

Prestoze se nepodatilo pfipravit thiol 9b pokusili jsme se obdobnou reakci
povést na lupanovém skeletu. Je totiz znamo, ze ve vzacnych ptipadech reakce
nefungujici u allobetulinu probihaji bez problémt na lupanovych derivatech.
Bromkyselina 3c byla spole¢né se sulfidem sodnym rozpusténa v NMP nebo methanolu
(Schéma 20). Reakce sledovana pomoci TLC probéhla za 90, respektive 120 min.
Reakce byla standardné zpracovana nalitim do 10x mnozstvi vody a produkt reakce byl
extrahovan do ethylacetatu. Odparek byl vzdy ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Byly vystfidany tfi smési rozpoustédel (chloroform/methanol (100:1) s 0.1 %
AcOH,; toluen/ether (15:1) a chloroform/ ethylacetat (33:1)), avSak ani jednou z nich se
nepodafilo thiol 18 wvycistit. Selhal také pokus o ptrecisténi derivatu 18 na
semipreparativnim HPLC kvili jeho nedostate¢né rozpustnosti v reverznim systému
rozpoustédel. V blizké budoucnosti je nasSim planem vyzkouset preparativni TLC nebo
semipreparativni HPLC s normalnimi fazemi. Sloucenina 18 je Spatné rozpustna

V polarnich 1 nepolarnich rozpoustédlech a proto je jeji separace nesnadnd, pfi

chromatografiich byva pfitomna v mnoha frakcich spolu s necistotami.

J
”
.

b
—

Schéma 20: a: NaNs/NMP; b: Na,S/MeOH
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4. Cytotoxicka aktivita pripravenych sloucenin

Cytotoxickd aktivita pripravenych sloucenin byla testovana na pracovisti
doc. MUDr. M. HajdGcha Ph.D., v Laboratofi experimentalni mediciny, Ustavu
molekularni a transla¢ni mediciny Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
metodou MTT testu®™. Viechny pfipravené sloudeniny (s vyjimkou derivatu 9) byly
nebo jsou in vitro testovany na vysoce chemosenzitivni bunééné linii T-lymfoblastické
leukémie CCRF/CEM a dale na panelu sedmi nadorovych bunéénych linii odvozenych
od raznych solidnich 1 hematologickych tumorti zahrnujicich plicni (A549), stfevni
(HCT116) a myeloidni leukémické (K562) rakovinné bunééné linie, véetné MDR linii.
Abychom zjistili terapeuticky index, byla zméfena cytotoxickd aktivita pfipravenych
derivati i nadvou kontrolnich nenadorovych bunéénych liniich fibroblasta (BJ
a MRC-5).

Terapeuticky index je pomérem cytotoxické aktivity na normdlni/naddorové
bunécné linii a mél by byt vyssi nez 10.

Derivaty s hodnotou ICsp > 100 pmol/l u nadorovych bunéénych linii jsou

povaZovany za zcela neucinné.

Vysledky jsou shrnuty v Tab. 2 a okomentovany v Zavéru diplomové prace.
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Tab. 2: Vysledky méfeni cytotoxické aktivity pripravenych slou¢enin na panelu osmi nadorovych a dvou nenadorovych bunéénych liniich.

Sloucenina | CCRF/CEM | CEM-DNR A549 HCT116 | HCT116p53-- K562 K562-TAX u20s BJ MRC-5
2c 5.2+0.8 53.7+33 | 699+4.2 | 21527 22.8+1.3 11.7+£2.2 7.5%1.5 47.5£3.2 86.0+6.4 75.8+16.8
3c 3.1+£0.5 15.6+2.3 | 152+16 | 1.0£0.2 5.2+0.7 0.7+0.2 51+£13 10.0+2.2 21.8+1.5 80+11
4 100 67.2+10.6 | 98.6+2.2 | 81.7+11.8 100 100 433+19 | 98.2+29 | 128.5+29.1 150
8 55+0.3 47.5+10.6 | 53.0+6.6 | 20.5+2.8 16.6£0.9 11.7+39 | 182+0.8 | 21.0£11.9 | 23345 19.7+£2.8
9b 48.4+49 | 82.6+11.8 | 98.0+3.1 | 499+4.9 720+2.4 50.0+143 | 54.8+1.9 100 99.3+276 | 83.3+2138

11a 68.2+2.4 85.7+7.0 | 95.1+55 | 74.4+13.0 100 100 60.5+5.6 100 146.6 +3.5 | 128.4+38.5
11b 13.1+1.1 595+19 |623+3.8| 41.6+3.6 33.4+59 169+14 | 453+1.0 | 45.8+6.2 69.7+8.5 254+7.1
12a 479+4.8 81.2+0.8 100 69.3 £15.7 95.2+21 69.2+9.1 | 52.7+5.9 | 96.1+£6.0 | 140.8+22.5 150
12b 100 90.1+3.7 100 95.4+73 100 100 61.7+2.1 100 150 150
12c 87.5+84 68.1+99 |773+7.3 | 65.2+16.2 100 100 55.7+2.6 | 945+5.7 150 150

14 32.2+57 62.6+4.2 | 53.9+4.0| 429+4.2 387+7.0 324+53 | 509+6.6 | 67.5+£219 | 57.8+10.2 216+4.1
15 10.1+1.9 33.7+6.7 |144+4.0| 10.0%x1.0 10.6+£0.5 58+1.9 15.1+19 | 31.2+4.1 15.5+£3.5 26+x14
16 0.9+0.1 145+05 | 125+16 | 3.5+1.0 3.4+04 3.4+0.3 54+13 151+2.38 5.8+ 0.5 4.6+0.7
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ZAVER

1. Byly pfipraveny zndmé oleananové a lupanové derivaty s poldrni skupinou

na A kruhu.
2. Byla pfipravena série novych oleananovych derivati s polarni skupinou na A kruhu.

3. Byly optimalizovany reakce vedouci k syntéze novych lupanovych derivatl

S polarni skupinou na A kruhu.

4. Byla prozkoumana moznost pfipravy 2-substituovanych triterpent s pomoci PTC
katalyzatoru. Bylo zjiSténo, ze ve vétSin€ piipadi nemd PTC katalyzator na prabch
reakce vliv ¢i reakce za podminek vhodnych pro PTC neprobihd. Vyjimkou byly
reakce 2-bromallobetulonu (2c) se sulfidem sodnym, kde dochazelo ke vzniku

jednodussich reak¢énich smési v porovnani s reakcemi bez PTC.

5. Vramci této prace bylo pfipraveno a spektrdlnimi daty potvrzeno 18 sloucenin,
véetné vychozich derivatd, z toho 8 doposud nepopsanych: 4, 5, 6, 7, 10, 11a, 14
a 16. Rada slougenin byla piipravena jako smés dvou epimeri, které od sebe nebyly

separovany.

6. VSechny nové pfipravené 1 jiz diive znamé slouCeniny, vcetné vychozich
bromderivati 2¢ a 3c, byly nebo pravé jsou testovany na in vitro cytotoxickou
aktivitu na lidské T-lymfoblastické leukémii CEM a panelu dalSich nadorovych
i nenadorovych bunéénych liniich. Vyjimku tvofi sirny derivat 10, ktery se sice

podafilo charakterizovat, ale ne dostate¢né precistit pro biologické testovani.

7. Bylo zjisténo, ze substituce v poloze 2 ma velky vliv na cytotoxickou aktivitu
pripravenych slouCenin. Derivaty allobetulinu 2a byvaji obecné povazovany za
zcela neaktivni. Pfekvapivym zjiSténim proto byla nizka az stfedni aktivita vétSiny
téchto derivatd. Zcela neaktivnimi byly pouze karbonitril 4 a dinitroderivat 11b.
Zajimavou cytotoxickou aktivitu, srovnatelnou s vychozim bromderivatem 2c, mél
na CCRF/CEM linii jiz znamy azidoderivat 8 (ICsp = 5.5 umol/l). Vysoké aktivity
(< 10 umol/1 na CCRF/CEM linii) pak byly pozorovany u obou nov¢ testovanych
derivatd dihydrobetulonové kyseliny (3c): nitrilu 15 i thiokyanatanu 16.

Thiokyanatan 16 byl shledan jako nejvice aktivni sloucenina celého setu zmétenych
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derivata (ICso = 0.9 umol/l), ktery vSak dosahuje vysokych cytotoxickych hodnot
i na nenadorovych bunéénych liniich, proto disponuje jen nizkym terapeutickym

indexem.
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EXPERIMENTALNI CAST



OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI

Teploty tani byly vymezeny na bodotavku PHMK 78/1586 (VEB Analytik
Dresden) a nejsou korigovany.

Infracervena spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet iZ10 (Thermo
Scientific), stiedni oblast v rozsahu 400 — 4000 cm™, a byla zpracovéna v programu
OMNIC 8.3.

'H a 3C NMR spektra byla méfena na pristroji JEOL (500 MHz) za laboratorni
teploty (21 °C) v roztoku CDCls. Pro *H NMR spektra byl pouzit jako vnitini standard
tetramethylsilan. Chemické posuny *C NMR spekter byly referencovany vici
d(CDCl3) = 77.00 ppm. Hodnoty chemickych posunt (v ppm) a interak¢énich konstant
(v Hz) byly uréeny pomoci analyzy prvniho fadu. Hodnoty chemickych posunt byly
zaokrouhleny na dvé desetinna mista, interakéni konstanty byly zaokrouhleny na jedno
desetinné misto. Data byla zpracovana v programu JEOL Delta v5.0.2.

Hmotnostni spektra byla méfena na Aquity UPLC-MS (Waters) sPDA
detektorem v roztoku MeOH.

Pribéh reakei a Cistota vzorkl byly sledovany pomoci TLC na foliich Kieselgel
60 Fas4 (Merck). Detekce TLC folii byla provadéna nejprve UV zafenim (254 nm),
a poté postiikem 10% kyselinou sirovou a zahianim na 110 - 200 °C.

Eluéni soustavy pro vyvijeni TLC folii (vZdy uvedeny u experimentu):

PhMe / Et,0 20:1 (obj.)

CHCI3 / EtOAC 20:1 (obj.)

hexan / EtOAc 5:1 (obj.)

hexan / EtOAc 1:1 (obj.)

PhMe / Et,0 20:1 (obj.) + kapka AcOH

PhMe / Et,0 5:1 (obj.) + kapka AcOH

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan Silikagel 60, high-purity grade,

m m g O W >

40 — 63 um (Fluka). Mobilni faze jsou uvedeny vzdy u experimentu.
K odparovani rozpoustédel byla pouzita RVO Rotovapor R-210 (Biichi).
Cytotoxickd aktivita byla testovdna na pracovisti doc. MUDr. M. Hajducha,
Ph.D. v Laboratofi experimentélni mediciny Ustavu molekularni a translaéni mediciny

Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci formou MTT testu.
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Obecné postupy zpracovani reakci

A Reakéni smés byla nalita do desetinasobného objemu vody, a poté byla
extrahovdna do organického rozpoustédla. Spojené organické podily byly promyty
vodou, rozpoustédla byla odpaiena na RVO.

B Reakéni smés byla nalita do dvojnasobného objemu vody, a poté byla
extrahovana do toluenu. Spojené toluenové faze byly promyty vodou, rozpoustédla byla
odpatena na RVO.

C Reakéni smés byla nalita do dvojndsobného objemu 5% kyseliny
octové, a poté byla extrahovana ethylacetatem. Spojené organické podily byly promyty

vodou, rozpoustédla byla odpatfena na RVO.

1. Priprava allobetulonu (2b)

Do roztoku allobetulinu (2a) (30 g; 67.7 mol) v chloroformu (240 ml) byl za
chlazeni ledovou lazni ptidan TEACC (130 ml). Po 6 h michani pfi r.t. byla reakce
ukoncena piridanim ethyletheru (360 ml) do reak¢éni smési. Vznikla hnéda srazenina byla
odde¢lena. Reakéni smés byla dale zfiltrovana na koloné plnéné fluorisilem a dosucha
odpafena. Bylo ziskano 28.2 g (94 %) bilych krystalki allobetulonu (2b). *H NMR

spektrum bylo shodné se spektrem autentického preparatu.

2. Priprava 2-bromallobetulonu (2c)

Do roztoku allobetulonu (2b) (6.4 g; 14.5 mmol) v chloroformu (100 ml) byl
za stalého michani piikapan roztok bromu (0.66 ml; 12.8 mmol) v chloroformu

(22.34 ml). Reakce sledovana pomoci TLC (mobilni faze A) probéhla pfi r.t. za 35 min.

Reakéni smés byla zpracovana postupem A. Surovy bromderivat 2¢ byl ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl toluen/ether 20:1. Byly
ziskany svétle Zluté krystalky 2-bromallobetulonu (2c) (4.9 g; 65 %). *H NMR spektrum

bylo shodné se spektrem autentického preparatu.*

3. Priprava 2-bromdihydrobetulonové kyseliny (3c)

Do roztoku dihydrobetulonové kyseliny (3b) (2.0 g; 4.4 mmol) v chloroformu
(32ml) byl za stalého michani piikapan roztok bromu (0.23 ml; 4.5 mmol)
v chloroformu (7.67 ml). Reakce prob¢hla dle TLC (mobilni faze B) za 30 min pfi r.t.

Reakéni smés byla zpracovana postupem A.
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Surova bromkyselina 3¢ byla ¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu,
mobilni fazi byl toluen/ether 10:1. Byl ziskan bily prasek 2-bromdihydrobetulonové
kyseliny (3c) (2.3 g; 98 %). "H NMR spektrum bylo shodné se spektrem autentického

preparétu.14

4. Priprava allobetulonu-2p-karbonitrilu (4)

2-bromallobetulon (2¢) (2.0 g; 3.3 mmol) byl rozpustén v DMSO (100 ml) a do
smési byl ptidan kyanid sodny (328 mg; 6.7 mmol). Priab¢h reakce byl sledovan pomoci
TLC (mobilni faze C). Reakce byla po 24 h michani pfi r.t. zpracovana postupem B.

Surovy nitril 4 byl ¢i$tén sloupcovou chromatografii na silikagelu, gradientové
toluen toluen/ether 10:1. Spojenim frakci a odpafenim rozpoustédel byl ziskan
chromatograficky jednotny karbonitril 4 (700 mg; 45 %), bilé krystalky o t.t. 268 —
270 °C (cyklohexan). IR: 1030 (C-O), 1738 (C=0), 2245 (C=N). 'H NMR spektrum:
0.79 s, 3H; 0.88s, 3H; 0.92 s, 3H; 0.92 s, 3H, 0.94 s, 3H; 0.96 s, 3H; 1.06 s, 3H
(7xCHs); 1.66 dd, 1H, (J; = 14.3 Hz, J; = 3.4 Hz, H-1a); 2.30 dd, 1H, (J1 = 15.5Hz, J, =
2.3 Hz, H-1b); 3.43 d, 1H, (J = 8.0 Hz, H-28a); 3.51 s, 1H (H-19); 3.67 t, 1H (H-2);
3.75d, 1H, (J = 8.0 Hz, H-28b).

5. Piiprava allobetulon-2-thiokyanatanu (5)

Do roztoku 2-bromallobetulonu (2c) (500 mg; 1.0 mmol) v DMSO (25 ml) byl
ptidan thiokyanatan draselny (390 mg; 4.8 mmol). Pribéh reakce byl sledovan pomoci

TLC (mobilni faze A). Reakce byla po 2 h michéni za varu zpracovana postupem A.

Surovy thiokyanatan 5 byl rekrystalizovan ze smési rozpoustédel chloroform/
hexan, ¢imz bylo ziskano 426 mg (89 %) krystald o t.t. 214 — 216 °C (CHCl3/hexan). IR
spektrum: 1036 (C-O), 1707 (C=0), 1723 (C=0), 2153 (C=N). *H NMR spektrum:
0.79s, 3H; 0.80 s, 3H; 0.90 s, 3H; 0.93 s, 3H; 0.94 s, 3H; 0.96 s, 3H; 1.03 s, 3H (7%
CHs); 1.98 — 2.19 m, 1H (H-1a); 2.48 — 2.75 m, 1H (H-1b); 3.44 d, 1H (J = 8.0 Hz,
H-28a); 3.52 s, 1H (H-19); 3.76 d, 1H (J = 8.0 Hz, H-28b); 4.70 — 4.74 m, 1H (H-20,p).
13C NMR spektrum: viz Tab. 3. MS ESI* m/z (%) [pro CaiHaNO,S: M* = 497]: 472
[M-CN+H]" (100); 515 [M+H,0]" (30).
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6. Priprava 2-aminomethylenallobetulin (6)

Smés allobetulon-2-nitrilu 4 (100 mg; 0.22 mmol) a LiAlIH; (107 mg;
3.21 mmol) byla rozpusténa v THF (10 ml). Priubéh reakce byl sledovan pomoci TLC
(mobilni faze C). Reakce byla po 2 h michani za varu ochlazena na r.t. Do reakéni smési
bylo pfiddno 0.5 ml EtOAc, 0.5 ml MeOH a 1 ml 10% HCIl. Reakéni smés byla

zfiltrovana a zpracovana postupem A.

Surovy amin 6 byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi
byla smés rozpoustédel hexan/EtOAc 5:1 s gradientem EtOAc na 50 %, poté doslo ke
zmén¢ slozeni mobilni faze na CHCIl3/MeOH 10:1 s gradientem MeOH na 33 %. Byl
ziskan bily aminoallobetulin 6 (83 mg; 82 %) o t.t. 108 — 109 °C (CHCls/hexan). IR
spektrum: 1035 (C-0), vyrazny pas 3000 — 3600 (NH, OH). *H NMR spektrum: 0.79 s,
3H; 0.83 s, 3H; 0.89 s, 3H; 0.90 s, 3H; 0.90 s, 3H; 0.92 s, 3H; 0.97 5, 3H (7% CH3); 1.72
—1.78 m, 1H (H-2); 2.18 d, 1H (J = 13.5 Hz, H-1a); 2.57 d, 1H (J = 13.0 Hz, H-1b);
2.80 bs, 2H (NHy); 2.80 d, 1H (J = 13.5 Hz, H-31a); 2.98 d, 1H (J = 13.5 Hz, H-31b);
3.10 - 3.31 m, 1H (H-3); 3.43 d, 1H (J = 8 Hz, H-28a); 3.51 s, 1H (H-19); 3.76 d, 1H
(J = 7 Hz, H-28b). MS ESI* m/z (%) [pro Cs1HssNO,: M* = 471]: 472 [M+H]" (100).

7. Priprava 2-acetamidomethylenallobetulin-3-acetatu (7)

Smés allobetulon-2-nitrilu 4 (200 mg; 0.43 mmol) a LiAlH; (214 mg;
6.43 mmol) byla rozpusténa v THF (15 ml). Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC
(mobilni faze C). Reakce byla po 30 min michédni za varu ochlazena na r.t. Do reakéni
smési byl pfidan 1 ml EtOAc, 1 ml MeOH a 2 ml 10% HCI. Reakéni smés byla
zfiltrovana a zpracovéna postupem A. Po odpafeni bylo ziskano 267 mg surového

aminoderivatu 6.

Do roztoku 76% aminoderivatu 6 (100 mg; 0.16 mmol) v kyselin¢ octové byl
ptidan acetanhydrid (3 ml; 31.74 mol). Reakéni smés byla michana za varu 30 min,
a poté byla zpracovéana postupem A. Priib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni

faze D).

Surovy acetamid 7 (77 mg) byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu,
mobilni fazi byla smés rozpoustédel hexan/EtOAc 1:1 s gradientem EtOAc az na
100 %, poté doslo ke zmén¢ slozeni mobilni faze na CHCl3/MeOH 3:1. Byly ziskany
krystalky acetamidu 7 (50 mg; 56 %) o t.t. 144 — 145 °C (CHCls/hexan). IR spektrum:
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1035 (C-0), 1658 (C=0), 1723 (C=0), 3311 (NH). *H NMR spektrum: 0.79 s, 3H;
0.86 s, 3H; 0.87 s, 3H; 0.88 s, 3H; 0.90 s, 3H; 0.91 s, 3H; 0.95 s, 3H (7x CH3); 1.84 s,
2H (H-1); 2.02 s, 6H (2% Ac); 2.43 s, 2H (H-31); 3.13 — 3.36 m, 1H (H-2); 3.42 d, 1H
(J = 8.0 Hz, H-28a); 3.50 s, 1H (H-19); 3.75 d, 1H (J = 7.0 Hz, H-28b); 3.79 — 3.85 m,
1H (H-3); 5.68 — 5.88 m, 1H (NH). *C NMR spektrum: viz Tab. 3. MS ESI* m/z (%)
[pro CssHs7NO4: M* = 555]: 496 [M-AcO]" (100), 1028 [2M+H,0]" (45). MS ESI" m/z
(%): 572 [M+H,0-H] (100).

8. Priprava 2-azidoallobetulonu (8a)

Bromderivat 2c (100 mg; 0.193 mmol) byl rozpustén v NMP (3 ml) s kapkou
kyseliny octové, do reak¢éni smési byl pfidan azid sodny (75 mg; 1.154 mmol). Reakce
probéhla pfi r.t. za 30 min, jeji prubeh byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze C).

Po zpracovani reakéni smési postupem A byl ziskan svétle Zluty medovity
produkt, ktery byl krystalizovan pifidavkem cyklohexanu a vysuSen pod proudem
dusiku. Byly ziskany bilé krystalky azidu 8a (24 mg; 26 %) o t.t. 152 — 154 °C. Lit.>
uvadi t.t. 94 — 97 °C (lyofilizat z benzenu). "H NMR spektrum bylo shodné se spektrem

preparatu z lit.>

9. Reakce bromderivatu 2c¢ se sulfidem sodnym

Bromderivat 2¢ (200 mg; 0.385 mmol) byl rozpustén v DMSO (10 ml) s kapkou
vody a do reak¢ni banky byl pfidan sulfid sodny (1 g; 12.820 mmol). Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (mobilni faze C). Po 5.5 h byl vychozi bromderivat 2c jiz Gplné
spotiebovan a v reakéni smési byly dle TLC ptitomny 3 slouc¢eniny. Reakéni smés byla
po 5.5 h michani pti 75 °C zpracovana postupem A a bylo ziskano 165 mg surové smési

po odpareni.

Hlavnim produktem, ktery se podafilo izolovat, byl allobetulon-1(2)-en (9b)
s ptimési dalSich dvou neidentifikovanych latek, ten byl krystalizovan ze smési
dichlormethanu a methanolu, smésné krystaly byly suSeny pod proudem dusiku
(78 mg). Allobetulon-1(2)-en (9b) byl dale ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu, mobilni fazi byl hexan/EtOAc 10:1. Odpafenim ze smési rozpoustédel
hexan/EtOAc byl ziskan allobetulon-1(2)-en (9b) (13 mg; 7.7 %) o t.t. 196 — 198 °C.
Lit.* uvadi t.t. 249 — 251 °C. 'H NMR spektrum bylo shodné se spektrem preparatu
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z 1it.3* Ostatni produkty se izolovat nepodafilo, jedna se o polarni latky a dle TLC

nejspis doslo k jejich dalSimu rozkladu pfi zpracovani nebo chromatografii.

10. Reakce s merkaptoethanolem (1)
Dehydratace 2-ethanolsulfanylallobetulonu (10)

Smés hydroxidu sodného (3.9 g; 0.095 mmol), merkaptoethanolu (6.84 ml;
0.097 mol) a bezvodého ethanolu (1 ml) byla michana pfi r.t. dokud nevznikl roztok.
Roztok byl ochlazen ledovou ldzni na 0 — 5 °C, poté byl do roztoku pozvolna ptidavan
bromderivat 2¢ (50 mg; 0.096 mmol). Vodni lazen byla odstranéna a reak¢éni smés se
nechala michat pfi r.t. 5 dni. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze C).

Reakéni smés byla zpracovana postupem A.

Po odpafeni vétsi Casti rozpousStédel vznikly 2 dennim stdnim odparku
v digestoii krystaly 2-ethanolsulfanylallobetulonu (10) (81 mg) IR spektrum: 1033
(C-0), 1654 (C=C), 3341 (OH). HRMS (FAB) [pro Cs,Hs003sNaS: M 537]: vypoéteno
537.3373, nalezeno 537.3371. Byl ucinén pokus o precisténi 40 mg krystalkl
sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl hexan/EtOAc 30:1, ale doslo
k dehydrataci a uzavteni Sesti¢lenného cyklu, byla ziskana ¢ista sloucenina 11a (17 mg;

36 %). Spektralni data jsou uvedena u experimentu nize.

11. Reakce s merkaptoethanolem (I1)
Priprava heterocyklu 11a a diosfenolu 11b

Smés hydroxidu sodného (79 mg; 1.927 mmol), merkaptoethanolu (135 pl;
1.927 mmol) a bezvodého ethanolu (10 ml) byla michana pfi r.t. dokud nevznikl roztok.
Roztok byl ochlazen ledovou lazni na 0 — 5 °C, poté byl do roztoku pozvolna piidavan
bromderivat 2¢ (850 mg; 1.638 mmol). Vodni lazen byla odstranéna a reakéni smés se
nechala michat pfi r.t. 3 dny. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze C).

Reakéni smés byla zpracovana postupem A.

Smeés produkti byla rozd€lena chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl
hexan/EtOAc 10:1 s gradientam EtOAc az po 100% EtOAc. Byly ziskany bilé krystalky
heterocyklu 11a (89 mg; 11 %) o t.t. 269 — 271 °C (cyklohexan). IR spektrum: 1034 (C-
-0), 1655 (C=C). *H NMR spektrum: 0.79 s, 3H (H-29), 0.90 s, 3H (H-27), 0.92 s, 3H
(H-30), 0.92 m, 1H (H-12a), 0.93 s, 6H (H-24,26), 0.98 s, 3H (H-25), 1.04 s, 3H (H-23),
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1.13 m, 1H (H-15a), 1.17 m, 1H (H-5), 1.20 dd, 1H (J; = 13.2 Hz, J, = 4.7 Hz, H-16a),
1.27 m, 1H (H-7a), 1.28 m, 1H (H-11a), 1.30 m, 1H (H-a), 1.30 tt, 1H (J; = 12.3 Hz,
J, = 3.7 Hz, H-21a), 1.38 m, 1H (H-9), 1.40 m, 1H (H-6b), 1.42 m, 1H (H-7b), 1.43 m,
1H (H-16b), 1.44 m, 1H (H-12b), 1.45 m, 1H (H-11b), 1.46 m, 1H (H-22b), 1.46 mm,
2H (H-13,18), 1.52 dd, 1H (J; = 12.3 Hz, J, = 4.7 Hz, H-21b), 1.63 m, 1H (H-15h),
1.79d, 1H (J = 15.2 Hz, H-1a), 1.87 d, 1H (J = 15.2 Hz, H-1b), 2.92 dg, 1H (J; =
12.8 Hz, J, = 2.5 Hz, H-31a), 3.04 m, 1H (H-31b), 3.36 m, 1H (H-6a), 3.43 d, 1H (J =
7.8 Hz, H-28a), 3.52 m, 1H (H-19), 3.77 d, 1H (J = 7.8 Hz, H-28b), 4.06 m, 1H
(H-32a), 4.27 m, 1H (H-32b). *C NMR spektrum: viz Tab. 3. MS ESI* m/z (%) [pro
C32H500,S: M = 498]: 499 [M+H]" (65); 521 [M+Na]" (100); 1019 [2M+Na]" (45).

Byl ziskan bily diosfenol 11b (304 mg; 41 %) 204 — 206 °C (cyklohexan). Lit.**
uvadi t.t. 231.5 — 233 °C (CHCI3/MeOH). "H NMR spektrum bylo shodné se spektrem

preparatu z lit.*

12. Priprava 2-nitroallobetulonu (12a), 2,2-dinitroallobetulonu (12b) a
allobetulon-1(2)-en-3-acetatu (12c)

Allobetulin (2a) (500 mg; 1.129 mmol) byl rozpustén v kyseliné octové (10 ml)
pii 80 °C. Pozvolnym ochlazenim na r.t. se opét vysrazely drobné krystalky vychozi
slouc¢eniny. Do reakéni smési byla za stalého michani ptikapana 58% kyselina dusi¢na
(5 ml). Reakéni smés byla michana za r.t. jesté 5 h, a poté byla zpracovana postupem A.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze C).

Smés nitroderivatu 12a, dinitroderivatu 12b a acetatu 12c byla délena
sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl dichlormethan. Frakce
obsahujici Cisty nitroderivat 12a nebo dinitroderivat 12b byly spojeny a dosucha
odpafeny. Byly ziskany tipytivé bilé krystalky 2-nitroallobetulonu (12a) (111 mg;
20 %) o t.t. 236 — 238 °C (odpafeno z dichlormethanu). Lit.*® uvadi t.t. 235.8 °C. 'H
NMR spektrum bylo shodné se spektrem preparétu z lit.*®

Byly ziskany bilé krystalky 2,2-dinitroderivat (12b) (109 mg; 18 %) o t.t. 212 —
213 °C (odpateno z dichlormethanu). Lit.*® uvadi t.t. 202.4 °C. *H NMR spektrum bylo

shodné se spektrem preparatu z lit.'®

Prodlouzenim reakéni doby na 17 h byl hlavnim produktem identické reakce
allobetulon-1(2)-en-3-acetat (12c¢) (74 mg; 14 %) o t.t. 287 °C (odpaieno z dichlor-
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methanu). Lit.?* uvadi t.t. 262 — 264 °C (EtOH/CHCls). 'H NMR spektrum bylo shodné

se spektrem preparatu z lit.2*

13. Priprava allobetulon-2-N-acetamidu (14)

K roztoku 2-nitroallobetulonu (9a) (100 mg; 0.206 mmol) v kyseliné octové
(6 ml) byl ptidan zinkovy prach (133 mg; 2.046 mmol). Reak¢éni smés byla zahiivana
k varu po dobu 10 - 45 min (uvedeno u jednotlivych reakci), a poté jeste 15 min
michana. Redukce byla po 10 min varu ukonéena odfiltrovanim zinku z reakéni smési.
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze C). Do reakéni banky byl piidan
acetanhydrid (3 ml; 31.737 mmol). Acylace sledovana pomoci TLC (mobilni faze D)

probéhla pfi r.t. do 1 h. Reakéni smés byla zpracovana postupem A.

Spojené surové produkty dvou reakci byly ¢istény chromatografii na silikagelu,
mobilni fazi byl hexan/EtOAc 1:1. Acetamidové frakce byly spojeny a odpateny. Byl
ziskan bily prasek allobetulon-2-N-acetamidu (14) (87 mg; 47 %) o t.t. 230 — 232 °C
(cyklohexan). IR spektrum: 1033 (C-O), 1677 (C=0), 1704 (C=0), 3426 (NH).
'H NMR spektrum: 0.77 s, 3H; 0.79 s, 3H; 0.86 s, 3H; 0.91's, H; 0.91 s, 3H; 0.93 5, 3H;
1.01 s, 3H (7% CHs); 1.80 — 1.83 m, 1H (H-1a); 2.00 s, 3H (Ac); 2.57 — 2.62 m, 1H
(H-1b): 3.42 d, 1H (J = 8 Hz, H-28a); 3.50 s, 1H (H-19); 3.74 d, 1H (J = 8 Hz, H-28b);
4.08 — 496 m, 1H (H-20,2B); 6.49 dd, 1H (J; = 75 Hz, J, = 5.5 Hz, NH). *C NMR
spektrum: viz Tab. 3. MS ESI" m/z (%) [pro Cs,Hs;NOs: M™ = 497]: 498 [M+H]" (100);
996 [2M+H]" (18). MS ESI" m/z (%): 496 [M-H]" (100).

14. Priprava 2-karbonitrildihydrobetulonové kyseliny (15)

Do roztoku 2-bromdihydrobetulonové kyseliny (3c) (150 mg; 0.280 mmol)
v DMSO (10 ml) byl pfidan kyanid sodny (69 mg; 1.408 mmol). Reakéni smés byla
michana za r.t. 4 h. Prib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze E). Reak¢ni

smés byla zpracovana postupem C.

Surovy produkt 15 (136 mg) byl rekrystalizovan z cyklohexanu a ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byla smeés rozpoustédel
PhMe/Et,O/AcOH v poméru 100:10:1. Frakce obsahujici produkty byly spojeny
a dosucha odpateny. Byly ziskany bilé jehlicovité krystalky 2-karbonitrildinydro-
betulonové kyseliny (15) (93 mg; 69 %) o tt. 222 — 224 °C (CHCls/hexan). IR
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spektrum: 1684 (C=0), 1737 (C=0), 2235 (C=N), 2500-3100 (OH). 1H NMR
spektrum: 0.75 m, 1H (H-5); 0.75 d, 3H (J = 6.9 Hz, H-30); 0.85 d, 3H (J = 6.9 Hz,
H-29); 0.89 s, 3H (H-26); 0.92 s, 3H (H-27); 0.94 s, 3H (H-25); 1.05 s, 3H (H-24),
1.15tt, 1H (J; = 11.6 Hz, J, = 3.2 Hz, H-15a); 1.17 m, 1H (H-12a); 1.20 m, 1H (H-9);
1.25tt, 1H (J; = 13.5 Hz, J, = 3.3 Hz, H-22a); 1.29 m, 1H (H-1a); 1.33 m, 1H (H-18);
1.33 mm, 2H (H-11a,16a); 1.33 s, 3H (H-23); 1.35 mm, 4H (H-6,7); 1.44 m, 1H
(H-11b); 1.45 m, 1H (H-15b); 1.47 m, 1H (H-21a); 1.58 m, 1H (H-21b); 1.67 m, 1H
(H-12b); 1.78 qd, 1H (J; = 6.9 Hz, J, = 2.6 Hz, H-20); 1.87 m, 1H (H-22b); 2.17 m, 1H
(H-13); 2.21 dd, 1H (J; = 11.6 Hz, J, = 3.2 Hz, H-16b); 2.22 m, 1H (H-19); 2.25 td, 1H
(J; =15.6 Hz, J, = 2.5 Hz, H-1b); 3.66 m, 1H (H-2). *C NMR spektrum: viz Tab. 4.

15. Priprava 2-thiokyanatanodihydrobetulonové kyseliny (16)

Do roztoku 2-bromdihydrobetulonové kyseliny (3c) (150 mg; 0.280 mmol)
v DMSO (10 ml) byl pfidan thiokyanatan draselny (181 mg; 2.243 mmol). Reakéni
smés byla michana pti 80 °C 23 h. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni

faze E). Reak¢éni smés byla zpracovana postupem A.

Surovy thiokyanoderivat 16 (135 mg) byl ¢iStén sloupcovou chromatografii
na silikagelu, mobilni fazi byla smés rozpoustédel PhMe/Et,O/AcOH Vv poméru
100:10:1. Frakce obsahujici 16 byly spojeny a dosucha odpatfeny. Byly ziskany bilé
krystalky 2-thiokyanodihydrobetulonové kyseliny (16) (102 mg; 71 %) o t.t. 190 —
192 °C (CHCls/hexan). IR spektrum: 1685 (C=0), 1712 (C=0), 2154 (C=N), 2471 —
3196 (OH). 1H NMR spektrum: 0.76 d, 3H (J = 6.5 Hz); 0.79 s, 3H; 0.85 d, 3H (J
7.0 Hz); 0.91 s, 3H; 0.99 s, 3H; 1.09 s, 3H; 1.15 s, 3H (7x CHg); 1.89 dd, 1H (J;
12.0 Hz, J; = 7.5 Hz, H-1a); 1.97 dd, 1H (J; = 13.5 Hz, J, = 8.5 Hz, H-1b); 4.71 dd, 1H
(J; = 11.5 Hz, J, = 8.5 Hz, H-2). °C NMR spektrum: viz Tab. 4. ESI* m/z (%) [pro
C31H47NO3S: M* = 513]: 514 [M+H]" (28). MS ESI" m/z (%): 512 [M-H] (100); 1026
[2M-H] (25).

16. Priprava 2-azidodihydrobetulonové kyseliny (17)

Smés 2-bromderivatu 3¢ (300 mg; 0.6 mmol) a azidu sodného (182 mg;
2.8 mmol) byla rozpusténa v NMP (15 ml) a ponechana michat pfi r.t. Po 24 h byl

Vv reak¢ni smési dle TLC (mobilni faze F) pfitomen pouze produkt reakce.
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Po zpracovéani reakce postupem A byl odparek obsahujici slouceninu 17
chromatografovan na silikagelu (mobilni faze CHCI3/MeOH 10:3 s 0.07 % AcOH).
Po nastiiku vytvotil produkt reakce na silikagelu zlutoerveny pas. VSechny frakce
obsahujici organickou hmotu byly zbarveny do Zluta az oranzova, coz znaci rozklad

azidu 17. Tento rozklad byl popsan u analogickych azida v lit.*®

17. Priprava 2-sulfanyldihydrobetulonové Kkyseliny (18)

Priklad reakce: Bromderivat 3¢ (1 g; 1.9 mmol) byl spolecné se sulfidem
sodnym (800 mg; 10.3 mmol) rozpustén v NMP (100 ml). Reak¢ni smés byla michana
pii r.t. 90 min, poté byla dle TLC (mobilni faze F) ukoncena a zpracovdna postupem A.
Odparek (854 mg) byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl
7% PhMe/Et,0 s gradientem Et,O na 20 %. Derivat 18 se nepodafilo chromatograficky

vydcistit.
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TABULKY ®*C NMR SPEKTER

Ptifazeni signala 3C NMR spekter bylo provedeno na zdkladé¢ 2D NMR

(COSY, ROESY, HMQC, HMBC) nebo DEPT spekter a podle analogii.

Cislovani oleananového skeletu v *C NMR spektrech

N
-~

Cislovani lupanového skeletu v *C NMR spektrech

29

!
30 “

%,,19 21
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Tab. 3: 13C chemické posuny sloucenin 5, 7, 11a a 14.

Atom 3) 7 1la 14
1 46.77 42.26 45.79 46.86
2 57.51 29.77 96.28 58.60
3 209.47 118.67 149.23 213.09
4 40.56 40.73 38.77 40.48
5 50.48 53.38 53.28 51.81
6 16.54 17.00 19.48 19.41
7 38.64 36.81 36.85 37.07
8 41.01 41.11 40.78 40.90
9 49.62 51.32 49.58 50.89
10 39.26 37.56 37.12 38.09
11 19.67 19.55 19.79 21.09
12 24.86 24.37 26.33 26.30
13 36.36 34.20 34.37 34.14
14 40.92 40.80 40.57 40.83
15 26.47 26.51 26.52 26.47
16 32.76 32.80 32.82 32.77
17 41.54 41.57 41.57 41.51
18 47.45 46.88 46.87 50.11
19 87.97 88.04 88.00 88.02
20 36.78 36.34 36.36 36.35
21 34.46 34.00 33.09 33.79
22 26.27 26.37 26.51 26.35
23 27.00 27.69 28.19 28.84
24 21.32 21.05 21.55 21.46
25 15.13 15.79 15.53 15.94
26 15.95 16.78 16.28 16.78
27 13.50 13.74 13.56 13.51
28 71.33 71.34 71.36 71.30
29 24.61 24.63 24.65 24.69
30 28.84 28.89 28.89 28.87
31 112.58 18.95 27.09 169.82
32 - 171.17 65.27 24.60
33 - 23.41 - -
34 - 172.12 - -
35 - 24.03 - -
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Tab. 4: *3C chemické posuny sloucenin 15 a 16.

Atom 15 16
1 37.45 38.53
2 61.61 56.89
3 182.37 211.67
4 56.10 50.94
5 52.10 49.62
6 19.72 19.96
7 33.61 32.84
8 40.74 42,78
9 50.37 48.66

10 37.06 37.46
11 21.25 22.11
12 26.84 26.88
13 38.20 40.69
14 42.77 44.19
15 29.60 29.71
16 32.04 32.00
17 56.88 52.25
18 48.74 48.66
19 44.22 47.47
20 29.82 29.80
21 22.80 22.80
22 37.57 38.53
23 29.55 29.21
24 19.70 19.61
25 16.96 18.63
26 15.97 15.43
27 14.57 14.60
28 182.49 182.33
29 23.04 23.02
30 14.74 14.73
31 118.55 112.22
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac
DCC
DMF
DMSO
Et

ICso
MCPBA
MDR
MeOH
MeONa
NMP
PhMe
PTC
RVO
SAR
TBAB
TEACC
THF

TLC

acetyl

N,N -dicyklohexylkarbodiimidu
N,N-dimethylformamid
dimethylsulfoxid

ethyl

m-chlorperoxybenzoova kyselina
mnohocetna lékova rezistence
methanol

methanolat sodny
N-methylpyrrolidon

toluen

katalyzator fazového pienosu
rotacni vakuova odparka

vztah mezi strukturou a aktivitou
tetrabutylamonium bromid
triethylamonium chlorochroméat
tetrahydrofuran

tenkovrstva chromatografie
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SEZNAM NADOROVYCH BUNECNYCH LINII

A549

BJ
CCRF/CEM
CEM-DNR
HCT116
HCT166p53--
K562
K562-TAX
MRC-5

U20S

lidsky adenokarcinom plic

lidsky fibroblast (nenadorovy)

lidska T-lymfoblasticka leukémie

lidska T-lymfoblasticka leukémie, daunorubicin rezistentni
lidské rakovina stiev

lidska rakovina stfev se zménou exprese p53

lidska chronickd myeloidni leukémie

lidska chronicka myeloidni leukémie, taxol rezistentni
lidsky fibroblast (nenadorovy)

lidsky osteosarkom
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